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論文内容要　旨
薬物代謝酵素CYP3A4は,ヒトの肝臓および小腸で高発現し,現在使用されている医薬品の半数以上
を基質とすることから,ヒトの薬物代謝において主要な役割を担っている｡したがって, CYP3A4発現
量の変動は医薬品の薬効や副作用発現に影響を与えることがある｡ CYP3A4は酵素誘導される典型的な
p450の一つであり,抗結核薬リファンピシンなどの医薬品の投与により含量が増加する｡この状況下で
cYp3A4の基質となる医薬品を併用すると,その代謝が昂進して血中濃度が低下し,薬効が減弱するこ
とがある｡そのため, CYP3A4誘導は薬物間相互作用の主な要因となっている｡多剤併用が一般的な現
代の薬物療法において,薬物相互作用を回避することは薬物の治療効果の向上や副作用発現を回避する
上で非常に重要であり, CYP3A4誘導の分子機序の正確な理解は,より安全な医薬品の開発やその適正
使用において有用である｡
cYp3A4誘導は主にCYP3A4遺伝子の転写活性化に起因しており,その誘導機構には薬物応答性の転
写因子である核内受容体が関与することが明らかになっている｡核内受容体の一つであるpregnaneXre-
ceptor (PXR)は,リファンピシンやクロトリマゾ-ルなどのCYP3A4誘導作用を示す化学物質により活
性化され, CYP3A4誘導において中心的な役割を担っているとされている｡ PXRは同じく核内受容体で
あるretinoid X receptor (RXR)と-テロダイマ-を形成し, CYP3A4遺伝子の転写調節領域に存在するシ
スエレメントであるprER6とdNRlに結合して, CYP3A4遺伝子の転写を活性化すると報告されている｡
しかし, PXRによるCYP3A4遺伝子の転写活性化がこの2つのシスエレメントだけで十分であるかは不
明である｡一方, pxRと同じ核内受容体サブファミリーに属するConstitutive androstane receptor (CAR)
もまた, prER6とdNRlに結合してCYP3A4遺伝子の転写を活性化するo CARとpxRは共通のシスエレ
メントを介してCYP3A4以外のCYP分子種,抱合酵素およびトランスポーター遺伝子の転写を活性化
することが報告されている｡
cYp3A4誘導の分子機序は,古くから研究され,近年, pxRとCARをはじめとする核内受容体の寄
与が明らかにされたが,その全容は完全には解明されていない｡本研究では,核内受容体pxRおよび
cARを介したcYp3A4誘導機序のさらなる理解を目指した｡まず,当研究室ではdNRl近傍領域に新た
なpxR応答配列が存在する可能性を見出していたことから,この新規pxR応答配列の同定を試みた｡
その後, PXRを介したcYp3A4遺伝子の転写活性化における新規応答配列の寄与を解析した｡また,
pxRによるCYP3A4遺伝子転写活性化の薬物依存性を解析した｡さらに,同定した新規pxR応答配列
がCAR応答配列として機能するか否かを検討し, CARによる遺伝子転写活性化におけるその役割を解
析した｡
1.PXRを介したCYP3A4遺伝子の転写活性化に必須なシスエレメントの解析
cyp3A4遺伝子の新規pxR応答配列を同定するために, CYP3A4遺伝子の転写調節領域(-7836から
-7200および-362から+ll)を組み込んだレポータープラスミドをヒト肝癌由来HepG2細胞に導入し,
-20-
ヒトpXR (hPXR)リガンドであるリファンピシンの処置に伴うレポーター活性の変動を解析した｡その
結果より,転写開始点上流の-7.6kb付近に新規リファンピシン応答領域(-7608から-7656)が見出され,
さらに,この領域内に存在する2つの核内受容体結合ハーフサイト[AG (G什) TCA様配列] (αおよ
びβハーフサイト)がリファンピシン処置による転写活性化に必須であることが示された｡また,ゲル
シフトアッセイの結果より, PXRJRXR-テロダイマ-がこの2つのハーフサイトによって形成される
DR4モチーフに結合することが示された｡そこで,このDR4モチーフをeNR3A4 (旦SSential distal旦uClear
王eCeptOr-binding element for CYP匙坦induction)と命名した.
次に, PXRによるCYP3A4遺伝子の転写活性化に対するeNR3A4と既知のPXR応答配列であるprER6
およびdNRlの寄与を比較検討するために,各pxR結合配列に変異を導入したレポータープラスミド
を用いてHepG2細胞でレポーターアッセイを行った｡その結果, eNR3A4に変異を導入することにより
リファンピシン処置に伴うレポーター活性の上昇はほぼ消失したのに対し, dNRlとprER6に単独で,
あるいは同時に変異を導入しても,リファンピシン処置に伴うレポーター活性の有意な上昇が認められ
た｡また, hPXR活性化作用が報告されている様々なcYp3A4誘導物質を用いた場合にも, eNR3A4を
欠失させることにより,レポーター活性の上昇は認められなくなったo　さらに, CYP3A4レポーター遺
伝子を組み込んだ組換えアデノウイルスを用いて,ヒト肝細胞およびマウス個体でレポーターアッセイ
を行ったところ, HepG2細胞で得られた結果とほぼ同様の結果が得られ, eNR3A4を部分的に欠失させ
ることで,リファンピシン応答性は消失した｡これらの結果から,新規pxR応答配列として同定した
eNR3A4は多くのPXR活性化薬によるCYP3A4遺伝子転写活性化のon/offを決定する主要な配列として
働くことが示唆された｡
2. CARを介したCYP3A4遺伝子の転写活性化機構の解析
cARとpxRの結合配列には重複が認められることから, 1.で同定した新規pxR応答配列eNR3A4が
cAR応答配列として機能し, CARによるCYP3A4遺伝子の転写活性化に寄与する可能性がある｡そこ
で,ゲルシフトアッセイによりeNR3A4がCAR結合配列として機能するか否かを調べた｡その結果,
cARノRXR-テロダイマ-はprER6およびdNRlに加えてeNR3A4にも結合することが示された｡さら
に, CARによるCYP3A4遺伝子の転写活性化に対するprER6, dNRlおよびeNR3A4の寄与を明らかに
するために,各モチーフに変異を導入したレポータープラスミドを用いてHepG2細胞でレポーターアッ
セイを行ったo　その結果, CARによるレポーター活性の上昇率は, eNR3A4またはdNRlに変異を導入
することにより野生型レポーターコンストラクトの10%以下まで, prER6-の変異導入では30%まで減
弱したのに対し, PXRの場合ではeNR3A4-の変異導入によりほぼ消失し, dNRlまたはprER6-の変
異導入により35%前後まで減弱した｡さらに,レポーターアデノウイルスを用いてヒト肝細胞でレポー
ターアッセイを行ったところ, dNRl, prER6またはeNR3A4のいずれかに変異を導入することによりレ
ポーター活性の上昇は認められなくなった｡これらの結果より, eNR3A4はCARによるCYP3A4遺伝子
の転写活性化にも重要であることが示唆されたo　さらに, CARを介したCYP3A4遺伝子の転写活性化に
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対するeNR3A4の寄与は,既知のCAR応答配列であるprER6またはdNRlの寄与と同等かそれ以上で
あることが示された｡一方で, PXRの場合とは異なり, CARによるCYP3A4遺伝子の転写活性化に対す
る各cAR応答配列の寄与は,HepG2細胞とヒト肝細胞において異なることも明らかになった｡すなわち,
cyp3A4遺伝子の転写活性化に対する各痘答配列の寄与は,転写活性化を仲介する転写因子に依存し,
cARとPXRは異なる機構でCYP3A4遺伝子の転写活性化を引き起こすことが示唆された｡
3.クロトリマゾ-ルによるCYP3A4遺伝子の転写活性化機構の解析
当研究室の過去の研究結果より, hPXRの活性化薬であるリファンピシンとクロトリマゾ-ルで
cyp3A4遺伝子の転写活性化機構の違いが示唆されたo　そこで,その分子機構の違いを明らかにするこ
とを目的として研究を行った｡まず,両誘導物質によるCYP3A4遺伝子の転写活性化に対する各シス
ェレメントの寄与をレポーターアッセイにより比較したところ, eNR3A4-の変異導入により,リファ
ンピシン処置に伴うレポーター活性の上昇は完全に消失したのに対し,クロトリマゾ-ル処置では,
活性は減弱したが依然としてレポーター活性の上昇が認められた｡次いで,クロトリマゾ-ルによる
cyp3A4誘導におけるPXRの寄与をhPXR-siRNA発現アデノウイルスを用いて解析したところ,クロト
リマゾ-ル処置に伴うCYP3A4レポーター活性の上昇は, hPXR-RNAi発現アデノウイルスのMOl依存
的に減弱した｡これらの結果および1.の結果より,クロトリマゾ-ルによるCYP3A4遺伝子の転写活性
化は, hPXRを介しているが他のhPXR活性化薬とは異なる機構で起こることが示唆された｡クロトリ
マゾ-ルによるCYP3A4遺伝子の転写活性化にはeNR3A4を構成するαおよびβハーフサイトだけでな
く, βハーフサイトに近接する別のハーフサイト(†)も重要であること,また,ゲルシフトアッセイで
はPXⅣRXRα-テロダイマ-はβおよび†ハーフサイトを含むプローブに結合しなかったことから,ク
ロトリマゾ-ルによるCYP3A4遺伝子の転写活性化には, PXRだけでなく†ハーフサイトまたはその近
傍に結合する別の転写因子も関与している可能性がある｡以上のことから,様々な薬物によるPXRを介
したcYp3A4誘導は必ずしも同一の機序で起こるとは限らないことが示唆された｡
本研究では,新規シスエレメントeNR3A4を同定し, CYP3A4誘導機構におけるその役割を明らかに
した｡ eNR3A4はPXRおよびcAR応答配列として機能し,両核内受容体によるCYP3A4誘導機構にお
いて中心的な役割を担っていることが示唆された｡本研究成果が,医薬品候補化合物のCYP3A4誘導能
評価系の構築に応用され,より安全で使いやすい医薬品の早期開発につながることを期待する｡
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審査結果の要　旨
薬物代謝酵素cYp3A4の誘導は,医薬品の体内動態およびその薬効に大きな影響を与える｡この
誘導は主にCYP3A4遺伝子の転写活性化に起因しており,転写活性化に関わる因子として核内受容体
pregnane x receptor (PXR)とconstitutive androstane receptor (CAR)が同定されている｡ PXRとCARは,
同じく核内受容体であるretinoidXreceptor (RXR)と-テロダイマ-を形成し, CYP3A4遺伝子の上流に
存在する2つの応答配列(prER6およびdNRl)に結合して,転写活性化を引き起こすと考えられてきた｡
しかし,これらの応答配列だけではPXRによるCYP3A4誘導機構を説明できなかった｡そこで本研究
では,prER6およびdNRlを介さないPXRによるCYP3A4遺伝子の新規転写活性化機構について解析し,
さらにCARによる転写活性化との関連についても解析した｡
はじめに, CYP3A4レポーターコンストラクトを用いたレポーターアッセイやゲルシフトアッセイに
より,新規pxR応答配列の同定を試み,そして, PXRを介したCYP3A4遺伝子の転写活性化に対する
新規応答配列の寄与を検討した｡その結果,新規pxR応答配列eNR3A4 (DR4モチーフ)を同定した｡
そして,このeNR3A4は,多くのPXR活性化薬によるCYP3A4遺伝子転写活性化のon/offを決定する主
要な配列であり,既知のPXR応答配列であるprER6およびdNRlはその転写活性化を増強する修飾配列
として働いている可能性を示したoクロトリマゾ-ルの場合には, eNR3A4, dNRlおよびprER6だけで
なくeNR3A4近傍の塩基配列もクロトリマゾ-ルによる転写活性化に関与していることが示された｡次
に, eNR3A4がCAR結合配列として機能するか否か,ならびにCARを介したCYP3A4遺伝子の転写活
性化におけるeNR3A4の役割を解析した｡その結果, eNR3A4はPXRだけでなくCAR応答配列として
も機能し,CARによるCYP3A4遺伝子の転写活性化において重要な役割を果たしていることを示唆した｡
以上の結果は,新規シスエレメントeNR3A4はPXRおよびcARの共通の応答配列として機能し,両
核内受容体によるCYP3A4誘導機構において中心的な役割を担っていることを明らかにした｡よって,
本論文は博士(薬学)の学位論文として合格と認める｡
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